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PALABRAS CLAVE Resumen

Estratificacion de la Objetivo: Estratificacion de la poblacion general con base en las variantes genotipicas para
poblacion; seleccionar a aquellas mujeres de alto riesgo a desarrollar un cancer de mama que puedan ser
Susceptibilidad candidatas a un seguimiento individualizado.

a cancer mama; Material y métodos: Se ha realizado un estudio caso-control en 856 mujeres con cancer de
Odds ratio mama y 839 mujeres controles de la poblacion general pareadas por edad, analizando la aso-
genotipica; ciacion entre el riesgo a desarrollar cancer de mama y un grupo de variantes basado en 76
Modelo predictivo polimorfismos de un cambio de base (SNP) de susceptibilidad.

Resultados: Se han establecido 2 curvas de casos y controles con base en las odds ratio (OR)
genotipicas que diferencian las 2 poblaciones con significacion estadistica (p = 2,293 x 10-15).
Asimismo, se ha estratificado la poblacion de casos y controles e identificado un 14% de la
poblacion que se encontraria en el grupo de alto riesgo con una OR > 2 (> 25% probabilidades de
desarrollar un cancer de mama). Este grupo seria candidato a un seguimiento individualizado.
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Conclusiones: El Polygenic Risk Score es un predictor del riesgo del cancer de mama indepen-
diente que puede ayudar a seleccionar mujeres con alto riesgo para establecer medidas de
seguimiento y tratamiento individualizado en funcion del riesgo genético.

© 2019 SESPM. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Prediction of cancer risk based on study of genetic variants in healthy women in the
Spanish population

Abstract

Objective: To stratify the general population based on genotypic variants in order to select
women at high risk of breast cancer who could be candidates for individualized follow-up.
Material and methods: We performed a case-control study in 856 women with breast cancer
and 839 aged-matched control women from the general population. We analysed the association
between the risk of developing breast cancer and a group of variants based on 76 susceptibility
single nucleotide polymorphisms.

Results: Two case-control curves were established based on genotypic odds ratios (OR) that
differentiated the 2 populations with statistical significance (P=2.293 x 10-15). Stratification of
the case-control population showed that 14% of the population would be at high risk, with an
OR>2 (> 25% probability of developing breast cancer). Persons in this group would be candidates
for individualized follow-up.

Conclusions: The Polygenic Risk Score is an independent predictor of breast cancer risk that
may help to select women at high risk, with a view to establishing individualised follow-up and

treatment according to genetic risk.
© 2019 SESPM. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

La prediccion del riesgo individualizado de desarrollar una
enfermedad es uno de los principales objetivos de la gené-
tica. En el caso del cancer de mama se conocen diferentes
parametros que pueden modificar el riesgo de una mujer. La
historia familiar es uno de ellos. Una mujer cuya madre des-
arrollé un cancer de mama tiene un riesgo doble que el de la
poblacion general, mientras que si han sido su hermana'y su
madre este riesgo es 3 veces superior'. Las bases genéticas
que estan detras de estas probabilidades se empezaron a
conocer a finales del siglo pasado con el descubrimiento de
los genes BRCA1 y 2 como responsables del sindrome de can-
cer de mama y ovario hereditario. Estos genes de alto riesgo
(6 o 7 veces superior al de la poblacion general) explican
un 20% de las familias con cancer de mama y ovario. Pos-
teriormente, se han identificado otros genes de moderado
riesgo (entre 2 y 4 veces un riesgo mayor), como son PALB2,
CHECK2, ATM 0 BRIP1, que explicarian alrededor de un 5% del
riesgo de cancer familiar?. Finalmente, los estudios de aso-
ciacion del genoma (GWAS) han llevado al descubrimiento
de muchas variantes comunes (polimorfismos de un cam-
bio de base, SNP) que estan asociadas a riesgo de cancer.
En este sentido, 2 grandes estudios internacionales, el pro-
yecto europeo Collaborative Oncological Gene Environment
Study (COGS) y el proyecto Oncoarray>* analizando cien-
tos de miles de SNP en alrededor de 200.000 mujeres han
ampliado el nimero de SNP a 135, que ayudarian a explicar
hasta un 18% del riesgo de cancer familiar y a identificar
a mujeres de la poblacion general con un riesgo mayor de

desarrollar cancer de mama. A nivel individual, estos SNP no
son lo suficientemente potentes para incrementar el riesgo
(odds ratio [OR] < 1,5), pero la combinacion de ellos (cono-
cida como Polygenic Risk Score [PRS]) podria dar un nivel de
riesgo que permitiera diferenciar a las mujeres con un mayor
riesgo de desarrollar un cancer de mama, permitiendo estra-
tificar a la poblacion y aplicar medidas individualizadas de
seguimiento y tratamiento®.

Estudios previos han demostrado la utilidad a la hora de
estratificar a la poblacion con base en el PRS y el valor pre-
dictivo del mismo es tanto mayor y mas acertado cuanto
mayor es el nimero de SNP®, como se identifico al comparar
los datos obtenidos inicialmente para 10 SNP y observar que
eran menores que para 70 SNP. Estos Gltimos, obtenidos del
proyecto COGS y de otros GWAS, muestran una OR de 2 para
las mujeres estratificadas en el quintil mas alto al compa-
rarlo con la mediana (OR = 1) de la poblacién y un riesgo a lo
largo de la vida de un 29% frente a un 3% para el grupo con
el riesgo mas alto y bajo, respectivamente®’. Estos y otros
datos muestran el potencial que puede tener la estratifi-
cacion basada en los factores genéticos y las implicaciones
preventivas que podria suponer.

En este estudio presentamos los datos obtenidos ana-
lizando un conjunto de 76 SNP asociados previamente a
cancer de mama en el proyecto COGS y otros trabajos, sobre
un total de 856 casos de cancer de mamay 839 mujeres sanas
de nuestra poblacion, con el objetivo de replicar estas aso-
ciaciones en poblacion espafola y analizar el poder del PRS
en la identificacion y seleccion de mujeres de alto riesgo
para desarrollar un cancer de mama.
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Tabla 1 Distribucion de edades en casos y controles en .la tabla 51 (Material suplemerlltarlo). Como control de
calidad de los datos, se establecio que aquellas muestras

Rango Casos Controles que presentaran una tasa de éxito o «call rate» inferior al
95%, es decir, que no tuvieran dato genotipico de 7 o mas

<25 2 8 . , . e s

25.45 213 298 SNP de los 76 seleccionados, serian excluidas del analisis.

4555 303 324 En los analisis, el genotipo de cada variante se represent6

55-65 287 240 por el numero de copias del alelo de riesgo (0, 1, 2).

65-75 139 53

75-85 48 4 Polygenic Risk Score

Total 992 927

Material y métodos
Reclutamiento de mujeres

Se analizaron 2 grupos de mujeres emparejadas por rangos
de edad:

- Un grupo de 992 casos de cancer de mama consecu-
tivos y no seleccionados procedentes de 4 hospitales:
Hospital Universitario La Paz, Fundacion Jiménez Diaz
y Hospital de Fuenlabrada (Madrid), y del Hospital Monte
Naranco (Oviedo). Estas mujeres fueron reclutadas entre
los afnos 2005 y 2009.

- Un grupo control procedente del Colegio de Abogados de
Madrid y del Instituto Palacios, formado por 927 mujeres
sanas, también reclutadas entre 2005 y 2009.

Ambos grupos han sido descritos previamente®.
La distribucion de los casos y los controles por rango de
edad se encuentra recogida en la tabla 1.

Recogida de datos

Todas las mujeres rellenaron un cuestionario incluyendo los
posibles antecedentes familiares. Los casos y los controles
que habian sido estudiadas previamente para BRCA1y 2 fue-
ron descartadas del estudio. La edad media al diagnostico de
los casos fue de 55,3 anos y la del grupo control de 51,5. Un
consentimiento informado fue obtenido de todas las muje-
res, y el estudio fue aprobado por el comité de ética del
Hospital Universitario La Paz y llevado a cabo en consonancia
con el codigo ético de la OMS (Declaracion de Helsinki).

Procesamiento de muestras y genotipificado

Se obtuvo una muestra de sangre de todas las mujeres,
y su ADN se extrajo de forma automatica utilizando un
extractor de ADN (MagNA Pure, Roche, Mannheim, Alema-
nia), posteriormente se cuantifico el ADN mediante técnica
fluorimétrica Picogreen y finalmente fueron genotipificadas
en el Centro Nacional de Genotipado (CEGEN) del CNIO, en
Madrid, usando un array de genotipificacion custom de Ope-
narray que contiene los 76 SNP asociados a cancer de mama
procedentes del estudio COGS®. Los analisis se basaron en
el estudio de los SNP que se habian encontrado asociados en
dichos estudios con un valor de p < 5 x 108, que presentaban
una frecuencia alélica minima (MAF) > 1%y unas OR > 1,05 o
< 0,85. Todas las variantes, con sus OR y MAF, se encuentran

Se calculé la OR genotipica de cada mujer (ORG) recopilando
el riesgo asociado a cada uno de los 76 SNP de susceptibilidad
para cada individuo usando la formula:

PRS = B1x1+82x2+- - -+kxk+- - -B76Xx76

donde B es el logaritmo de la OR del alelo minoritario
del SNPk asociado al cancer de mama yxes el nimero de
alelos de dicho SNPk (0, 1, 2). Las OR para cada variante
fueron tomadas del proyecto COGS. El PRS fue normalizado
con base en la mediana de los valores de PRS obtenidos en
la poblacion control.

Estudios estadisticos

Todos los estudios estadisticos fueron realizados en la pla-
taforma R. Las graficas de distribuciones de los valores de
PRS para todas las categorias fueron realizadas usando el
paquete estadistico ggplot de R’. La diferencia entre las
distribuciones de PRS de las muestras control y de los casos
fueron estadisticamente evaluadas mediante la prueba esta-
distica de Wilcoxon. La asociacion entre el riesgo de cancer
y el PRS fue modelada usando una regresion logistica y ajus-
tando por edad.

Para la evaluacion estadistica de la proporcion entre
casos y controles asociados a las categorias extremas (bajo
riesgo y alto riesgo) se realizd un test binomial. Los calculos
fueron realizados usando el paquete estadistico stats de R'°
(R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria).

Resultados

Distribucion de casos y controles

Hemos genotipificado los 76 SNP en cada uno de los casos
y controles, y asignado la OR individual para cada SNP del
que son portadores con base en las OR descritas en el pro-
yecto COGS® para obtener el riesgo genotipico global (ORG)
de cada una de las muestras. Este riesgo esta basado en un
modelo multiplicativo simple donde se considera el valor en
homocigosis como el doble de la odds obtenida en heteroci-
gosis. Después se ha normalizado con respecto a la mediana
de la poblacion control. Los SNP y la OR se encuentran en la
tabla S1 (material suplementario). Este analisis nos permite
ver si la poblacion de casos y controles se puede separar con
base en su riesgo genotipico.

De este estudio se han descartado todas aquellas
muestras que tuvieron un «call rate» menor del 95% o, lo
que es igual, que alrededor de 7 o mas SNP fallaran en
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A) Distribucion del riesgo genético de casos y controles después de normalizar por la mediana de la poblacion control.

En horizontal el ORG con la mediana de 1y los rangos de riesgo de 0,5 a 2. B). Distribucion del riesgo genético de casos y controles
después de hacer una transformacion logaritmica de la figura anterior. Las ORG tienen unos valores diferentes (mediana = 0) de la
figura 1 A dado que se trabaja con logaritmos en base 2 (log2 [1] = 0).

la genotipificacion. Un total de 856 casos y 839 controles
pasaron el filtro y constituyen la base de este estudio.

La distribucion de las 2 poblaciones con base en la ORG
obtenida después de normalizar por la mediana de la pobla-
cién control se muestra en la figura 1A.

Las 2curvas de casos y controles se separan de forma
estadisticamente significativa (p = 2,29 x 10°°), aunque no
presenten una distribucion normal, debido a que las colas
tienen una elevada dispersion. Una de las transformaciones
mas sencillas para evitar esto y equilibrar las 2 curvas es
usar la transformacion logaritmica. La nueva distribucion en
base logaritmica normalizada por la mediana de la poblacion
control se observa en la figura 1B.

Aqui se aprecia claramente como las 2 curvas se sepa-
ran. Cuantos mas alelos de riesgo acumula una persona, mas
riesgo tiene de desarrollar cancer, de ahi que la curva de
pacientes con cancer se encuentra mas desplazada hacia la
derecha y que los controles que se encuentran a la dere-
cha de la mediana iran incrementando su riesgo cuanto mas
desplazamiento presenten. Aunque hay casos con un PRS
pequeno (< 0,5) y controles con un PRS elevado (> 2), la
distribucion de las curvas presenta una diferencia estadisti-
camente significativa (p = 2,29 x 107%). Una vez distribuida
la poblacion control y normalizada en funcion de la mediana
(OR = 1) se puede establecer el threshold para controles de
bajo riesgo en < 0,5; para riesgo poblacional entre 0,5y 1,5;
riesgo moderado en 1,5-2 y, finalmente, alto riesgo para OR
> 2 (fig. 1).

Al establecer la asociacion entre PRS y cancer de mama
en las 2 curvas comparativas de casos y controles, obtene-
mos una OR de 0,57 (IC del 95% de 0,38869-0,8427, p =
0,003907) para la categoria de bajo riesgo (OR < 0,5), y en
el otro extremo, para la categoria de alto riesgo (> 2), la OR
es 2,57 (IC del 95% de 1,8071-3,3409, p = 9,01 x 1071%), es
decir, una probabilidad que es la mitad y mas del doble, res-
pectivamente, de ser un caso las muestras que se agrupan
en uno u otro grupo.

Estratificacion de la poblacion con base en el
riesgo genético

La ORG de cada uno de los casos y controles nos permite
clasificar a la poblacion objeto de estudio en cada una de
las 4 categorias establecidas. Para ello se multiplica la OR
de cada uno de los SNP por el niUmero de alelos (0, 1, 2) que
presente la persona. El conjunto de todos los SNP presentes
en la mujer en estudio nos dara la ORG global. Enla tabla 2 se
observa como para cada SNP del que es portadora una mujer
se obtiene una OR final. Esta OR habra que normalizarlo con
respecto a la mediana de la poblacion control, como se ha
indicado previamente.

Una vez calculadas y normalizadas las ORG individua-
les de cada persona, podemos clasificarlas en cada una de
las 4 categorias establecidas: riesgo bajo (OR < 0,5); pobla-
cional (OR > 0,5y < 1,5); moderado (OR > 1,5y < 2) y riesgo
alto (OR > 2). En la tabla 3 se recoge la distribucion por-
centual de la poblacion espaiola de casos y controles que
hemos analizado.

Alrededor de un 8% de los casos de cancer de mama pre-
sentan una ORG baja, mientras que en el grupo control el
porcentaje es de un 13%. Por el contrario, un 28% de los
casos tienen una ORG alta, mientras que en el grupo control
el porcentaje es de un 14%.

En la figura 2 se encuentran representados los 4 grupos
de riesgo. Desde un punto de vista de seguimiento pode-
mos considerar 2 grandes grupos en la poblacion control:
un 73% de la poblacion se agrupa en un riesgo bajo pobla-
cional con base en su genotipo (OR de 1,5 como maximo),
mientras que el 27% restante se clasificaria como moderado-
alto riesgo (OR > 1,5). Mas concretamente, el 13,92% seria
la poblacion de mas alto riesgo de desarrollar cancer de
mama, con una OR superior a 2, equivalente a un 20-
25% de probabilidades de desarrollar un cancer. Esta seria
la poblacion candidata a un seguimiento mas intenso e
individualizado.
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Tabla 2 Ejemplo del calculo de ORG de cada mujer con base en la ORG de cada uno de los SNP de los que es portadora
SNP Alelo minoritario OR por alelo N.° de alelos OR
rs10069690 T 1,1 1 1,10" = 1,10
rs10771399 G 0,79 0 0,79° = 1,00
rs12443621 G 1,1 2 1,102 = 1,21
rs9790879 C 1,1 2 1,10% = 1,21
Tabla 3 Estratificacion de la poblacion de casos (856) y controles (839) con base en la ORG
Tipo Bajo Poblacional Moderado Alto Total, %
Casos 7,84 46,93 16,86 28,37 100,00
Controles 12,94 59,80 13,33 13,92 100,00
70 significativas (fig. 1). En general, y aunque existen SNP
protectores, podemos decir que cuantos mas SNP de suscep-
00 tibilidad presenta una persona, mayor riesgo tiene y esto
50 se observa porque existe un mayor desplazamiento de la
distribucion hacia la derecha (fig. 2). Ademas, el algoritmo
0 T genético permite estratificar a la poblacion en 4 grupos de
30 & Controles riesgo y seleccionar un grupo de mujeres de alto riesgo que
serian candidatas a un seguimiento mas individualizado.
20 EL PRS es el conjunto de SNP de susceptibilidad que pre-
10 senta una persona y el analisis se realiza asumiendo que los
‘ SNP son independientes entre si y que no presentan interac-
0 ) _ ciones, tal como se indica en estudios previos’-''. Este PRS
Bajo Poblacional Moderado Allo va incrementando a medida que se trabaja con un mayor
Figura 2  Estratificacion de la poblacion de casos y contro- nimero de SNP, como se ha comprobado en trabajos previos

les basados en su ORG. La escala vertical indica porcentajes.
Son 4 los grupos: bajo riesgo (OR < 0,5), poblacional (0,5-1,5),
moderado (OR 1,5-2), alto riesgo (> 2).

Para la valoracion del enriquecimiento en el niUmero de
controles, en el caso de la categoria de «bajo riesgo» y en el
nimero de casos en la categoria de «alto riesgo», se realizd
el test binomial.

En el caso de la categoria «bajo riesgo», el valor de p
obtenido es estadisticamente significativo, obteniendo un
valor de 0,00614. Este valor indica que la proporcion de
los controles en la categoria de bajo riesgo es claramente
superior a la que cabria esperar por aleatoriedad.

En el caso de la categoria «alto riesgo», la proporcion de
casos frente a los controles presenta una frecuencia esta-
disticamente significativa, con un valor de p de 4,9 x 1078,
claramente alejado de la aleatoriedad.

Discusion

En el presente trabajo hemos estratificado a las mujeres
espanolas de la poblacion general con base en el riesgo
que presentan de desarrollar un cancer de mama debido
a su componente genético usando datos de 76 variantes o
SNP que se resumen en el concepto de PRS. Nuestros datos
indican que las curvas de distribucion de riesgo genético
de las mujeres control y mujeres con cancer se diferen-
cian perfectamente y estas diferencias son estadisticamente

con 10, 18 y 70 SNP, y esto se asocia con un mayor riesgo
de cancer de mama®’ "2, Actualmente, hay mas de 300 SNP
de susceptibilidad y el conjunto de todos ellos en proximos
estudios pueden dar un riesgo mayor y mas acertado.

La ORG nos permite estratificar a la poblaciéon en
4 subgrupos con base en las ORG. Una OR > 2 se asocia con
el grupo de alto riesgo y una OR< 0,5 con el grupo de bajo
riesgo. La OR poblacional se situaria entre un 0,5 y 1,5,
mientras que el 1,5-2 corresponderia a la zona de mode-
rado riesgo. Esta estratificacion nos permite seleccionar a
la poblacion de alto riesgo que en nuestro caso representa
un 14% de las mujeres de la poblacion general que debe-
ria tener medidas especiales de seguimiento. Por ejemplo,
podrian beneficiarse de la quimioprevencion, como se esta
realizando actualmente en un ensayo (STAR) con mujeres
en riesgo bien por ser BRCAX, o con riesgo de superviven-
cia total mayor de 20%, o bien odds a partir de 1,69 solo
por la edad, a las que se les suministra tamoxifeno'>. De
la misma manera, el PRS podria identificar a mujeres can-
didatas a un cribado intensivo combinando mamografia y
resonancia magnética cada 6 meses, dado que la Sociedad
Americana del Cancer recomienda una resonancia magné-
tica para aquellas mujeres con un riesgo de supervivencia
total > 25%'“.

El poder del PRS se podria ver incrementado si se incor-
pora a su algoritmo otros parametros de riesgo, como la
densidad mamografica, la historia familiar o factores hor-
monales. La incorporacion de otros parametros de riesgo
a nivel individual modificables, como el indice de masa
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corporal o la ingesta de alcohol, actuarian multiplicativa-
mente incrementando el PRS final”'>'¢, Y en este Gltimo
caso, al ser parametros modificables podrian ser la base
para una intervencion que reduciria el riesgo final. En esta
linea se han realizado estudios que muestran como aque-
llas mujeres en los deciles mas bajos y mas altos de riesgo
se mueven entre un 4 y un 23,5% de desarrollar un cancer,
pero si desaparecen los factores modificables el riesgo se
reduciria alrededor de un 30%'. Por ello, ademés de las
medidas preventivas basadas en los cribados y la quimiopre-
vencion, la estratificacion de mujeres permitiria reducir el
riesgo de aquellas que presentan habitos modificables como
los mencionados anteriormente.

En conclusion, el PRS es un predictor del riesgo del can-
cer de mama independiente que puede ayudar a seleccionar
mujeres con alto riesgo para establecer medidas de segui-
miento y tratamiento individualizado en funcién del riesgo
genético. La incorporacion de parametros no genéticos al
algoritmo de riesgo podria incrementar notablemente el
poder de seleccion de este grupo de riesgo.
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Anexo. Material adicional

Se puede consultar material adicional a este articulo en
su version electrénica disponible en doi:10.1016/j.senol.
2019.07.001.
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